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樟树 长 链 脂肪 酰基 CoA 合成 酶 基因 9 克隆 与 表达 分 析 


汪 信 和 东 ， Am, 杨 海 宽 ， 郑 永 杰 ， 江 香 梅 


(江西 省 林业 科学 院 樟 树 研究 所 江西 南昌 330013) 

摘要 : 长 链 脂肪 酰基 CoA 合成 酶 (long chain fatty aycl-coA synthetases, LACSs ) 亚 家 族 在 植物 脂肪 酸 代谢 中 具有 重要 作用 。 
樟树 (Cinnamomum camphora (L.) Presl.) 属 富 油 木 本 植物 ， 其 籽 油 富 含 中 链 脂肪 酸 、 但 生物 合成 机 制 尚未 可 知 。 本 研究 以 樟 
树 转录 组 数据 为 基础 , 通过 生物 信息 学 方法 第 选 获 得 了 拟 南 芥 ALLACSS9 同 源 候选 基因 CcL4CS9。 通 过 PCR 法 克隆 了 CcLACS9 
全 长 cDNA 序列 ， 相 关 软 件 预测 其 编码 697 个 氨基 酸 及 享有 植物 LACS 亚 家 族 成 员 3 个 特征 motifs。 falus 缺陷 型 酵母 互补 
测试 中 ， 以 油 酸 作为 唯一 外 源 脂肪 酸 、 转 化 了 CcLACS9 的 突变 型 酵母 恢复 正常 生长 ， 证 明 CcLACS9 具有 典型 的 脂肪 酰基 
CoA 合成 酶 的 功能 。 为 探究 CcLACSO 是 否 参与 了 樟树 籽 油 生物 合成 ， 我 们 进一步 研究 了 其 组 织 表达 模 式 和 在 种 子 发 育 过 程 
其 表达 量 与 籽 油 累积 量 之 间 的 关系 。 实 时 荧光 定量 PCR. 分 析 显 示 CcLACS9 基因 在 种 仁 与 花 中 优势 表达 ， 种 仁 中 相对 表达 
是 根 中 的 17.74 倍 。 之 后 随机 测定 调查 了 30 棵 成 年 樟树 成 熟 期 种 子 和 干 粒 重 、 籽 油 含量 和 中 链 脂肪 酸 比 例 等 指标 。 根 据 仁 油 
量 将 测试 群体 划 为 高 、 中 、 低 三 个 不 同 品级 ， 并 在 各 品级 中 挑选 3 棵 单 株 、 逐 月 关联 分 析 其 仁 油 含量 与 CcL4CS9 相对 表达 
结果 显示 : 在 种 仁 发 育 前 期 ， 仁 油 含 量 和 CcL4CS9 表达 量 都 持续 上 升 且 二 者 呈正 相关 性 ，8 月 份 为 CLACS) 表达 量 峰值 
期 ，9 月 下 旬 后 ， 仁 油 含 量 趋向 稳定 但 CcL4CS9 表达 量 仍 处 于 较 高 水 平 e 呈现 下 降 趋势 ， 二 者 无 明显 相关 性 。LACS 亚 家 族 
在 植物 进化 中 较为 保守 ， 同 源 基因 在 不 同 植物 中 具有 相同 或 相似 的 功能 ， 该 研究 结果 上 暗示 CcLACS9 可 能 拥有 AtLACS9 相似 
的 生物 学 功能 ， 即 在 樟树 种 仁 油 酯 合成 和 累积 过 程 起 重要 作用 。 


关键 词 : 樟树 ， 长 链 脂 肪 酰基 CoA 合 成 酶 9， 籽 油 ， 表 达 分 析 ， 酵 母 互补 检测 
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Identification and expression analysis of Long Chain Fatty Aycl-coA 
Synthetase Gene 9 from Cinnamomum camphora 
WANG Xin-dong, Zhang Ting, Yang Hai-kuan, ZHENG Yong-jie, JIANG Xiang-mei* 
(Institute of Camphor tree, jiangxi Academy of Forestry, NanChang JiangXi 330013) 


Abstract: Oilseeds of camphor tree (Cinnamomum camphora (L.) Presl.) contains high content of medium chain fatty-acyl (MCFA). 
However, the biosynthetic mechanism is still missing. Long chain fatty aycl-coenzyme (CoA) synthetases (LACSs) can catalyze free 
fatty acids to acyl-CoA thioesters and play important roles in fatty acid metabolism in terrestrial plant. In this study, the cDNA 
encoding AtLACS9 homologous was identified and cloned based on transcriptomes data of C.camphora, sharing 75% sequence 
similarity to AtLACS9 and being registered to CcLACS9. Multiple sequences alignment shows CcLACSO possesses three plant 
LACS-specific motifs and plastidical targeting signal in N-terminal. Using oleic acid as a substrate, CCLACS9 could activate free fatty 
acids into acyl-CoA thioesters in a yeast mutant deficient in LACS complementation test. The tissue-specific expression profile further 


revealed that CCLACS9 was predominantly expressed in developing seeds and flowers,but fewer in leaf and stem by real-time 
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quantitative PCR analysis. There were 17.74-folds relative quantitative expression of CcL4C99 in kernels relative to roots. In plant, 


the homoeologous of LACSs subfamily tend to carry out the common functions. In an effort to better understand whether CcLACS9 


involved oilseeds biosynthesis in camphor kernel, the correlation between expression of CcLACS?9 and oilseeds content was surveyed. 


The seeds of thirty adult camphor trees were randomly sampled In November and thousand seed weight, oilseeds content and the 


percentage of decanoic acid and lauric acid were tested and counted. According to oilseeds content, the 30 individuals were subdivided 


into three groups and 3 representative plants were selected from each group to be subjected to association analysis between seed oil 


yield and CcLACS? expression level in developing kernel. The results of three groups all showed that both the contents of seed oil 


and expression level of CcLACS?9 continued to rise from June to August, and there were significant positive correlation exist between 


them. The peak of expression level of CcLACS? in kernel was found in August. After September, the contents of oilseeds tended to 


be stable, however, CcLACS9 keeped high expression level and had no relation with contents of oilseeds. These resluts implied that 


CcLACS? was possible play an important role in oilseeds accumulation in kernel of camphor tree. 


Key words: camphor tree, long chain fatty aycl-coA synthetase 9, seed oil, gene expression analysis, yeast complementation 
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作为 内 参 对 照 基因 CF:5'-CCTCGACACACAGGCGTTAT-3; R: 5-CCATGCTCGATGGGATATTTCA-3^) ， 

采用 实时 荧光 定量 PCR 方法 (qRT-PCR) 检测 樟树 LACS 9 基因 在 樟树 不 同 组 织 中 表达 情况 。qRT-PCR 5| 

物 为 : F:S5"-ACCTGCCTTTGGCTCACA-3', R: $- AAGGCGATCCGTATCCAA-3:。PCR 反应 在 Bio-RAD 

C1000 TM Thermal Cycler 荧光 定量 PCR 仪 上 完成 。 反应 体系 总 体积 20L， 包 括 (CDNA 50 ng, 2 x SYBR 

Green qPCR10 uL, 10 m mol/L 的 正 反 向 引物 各 1 kL， 超 纯 水 补足 至 20 pL)， 反 应 程序 为 95 °C 2 min; 95 °C 
- 15s, 58?C30s, 72?C20s; 40 个 循环 ， 添 加 溶解 曲线 ; 每 个 样品 重复 3 次 。 实 验 数据 统计 参照 2 CT 
> 计算 相对 表达 量 (Livak & schmittgen, 2001)。 


1.2.6 樟树 L4CS 9 基因 表达 量 与 种 仁 发 育 过 程 关 联 分 析 

根据 上 年 仁 油 测定 结果 , 将 测试 小 样本 分 为 三 个 品级 , 即 出 油 率 >60% 为 高 品级 、 出 油 率 介 于 50% 一 60% 
为 中 品级 和 出 油 率 <50% 为 低 品 级 。 每 个 品级 随意 选取 3 棵 作为 代表 植株 ， 于 2016 年 5 月 至 11 月 份 ， 逐 月 
采集 樟树 种 子 、 剥 取 种 仁 。 一 部 分 种 仁 用 于 提取 籽 油 , 测定 油脂 含量 和 成 分 ; 一 部 分 种 仁 用 于 总 RNA 提取 ， 
测定 樟树 种 子 发 育 各 时 期 LACS 9 基因 相对 表达 量 。 籽 油 提取 采用 索 氏 提取 法 并 通过 GC-MS 测定 含量 和 成 
c» 分 。 种 仁 总 RNA 提取 和 LACS 9 基因 实时 痰 光 定量 表达 分 析 同 上 。 采 用 SPSS Statistics 19.0 统计 软件 分 析 种 
CN 子 发 育 过 程 中 LACS 9 基因 表达 量 和 油脂 含量 之 间 的 关联 性 。 


LE 


1.2.7 樟树 LACS 9 缺陷 型 酵母 互补 实验 

酵母 菌株 YB525 〈faalAfaa4A) 缺少 活化 外 源 脂肪 酸 所 必需 的 LACS， 不 能 在 基本 培养 基 中 正常 生长 ， 
= 常用 于 外 源 LACS 活性 分 析 ( 朱 福 各 等 ,2009) 。 将 重组 质粒 pYES2-CeLACS9 和 对 照 质粒 pYES2 分 别 转化 
至 缺陷 型 酵母 YB525 感受 态 细胞 中 ， 通 过 缺 省 尿 喀 啶 国体 培养 基 筛 选 阳性 转化 克隆 。 随 机 挑 取 阳 性 克隆 ， 
在 缺 省 尿 喀 啶 液体 培养 基 中 培养 至 对 数 期 中 后 期 ， 低 速 离心 收集 酵母 细胞 ， 加 入 2 molL 的 山梨 醇 、 漂 洗 两 
次 。 将 细胞 转 接 至 缺 省 尿 喀 啶 液体 培养 基 ( 含 2% 半 乳糖 且 不 含 和 葡萄 糖 ) 中 ， 振 荡 培 养 4~5 nh、 以 诱导 外 源 
目标 基因 大 量 表达 。 按 1% 比 例 吸取 菌 液 加 入 到 缺 省 尿 喀 啶 液体 培养 基 【〈 含 2% 半 乳糖 和 0.1% Tritonx-100) 
中 ， 并 添加 98 umol/L 的 脂肪 酸 C18: 1 作为 外 源 脂肪 酸 。 于 30°C 振 荡 培 养 约 84 h， 各 取 1 ml 培养 基 利 用 
分 光 光 度 计 测量 菌 体 密度 来 衡量 其 生长 速度 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 小 样本 樟树 群体 种 子 干 粒 重 和 种 仁 含 油 量 调 
11 月 份 采集 的 30 棵 樟树 种 子 千 粒 重 最 高 值 为 184.23 g， 最 低 值 为 118.62 g， 平 均值 为 149.92 g。 在 测 
试 小 样本 中 ， 三 分 之 二 樟树 个 体 种 子 千 粒 重 处 于 140-180 g 之 间 ， 方 差 为 16.92， 呈 类 “ 正 态 "分布 。 测 试 样 
本 出 油 率 最 高 为 76.78%， 最 低 为 42.48%， 均 值 为 57.37%。 出 油 率 高 于 60% 有 15 株 ， 低 于 50% 有 12 株 ， 
介 于 50%~60% 之 间 的 有 3 株 ， 分 布 呈 “两 极 化 "。 脂 肪 酸 成 分 分 析 表 明 ， 测 试 樟树 种 仁 中 中 链 脂肪 酸 相 对 含 
量 平 均 高 达 95.71%， 除 个 别 单 株 之 外 都 介 于 94%~97% 之 间 ， 分 布 比 较 集 中 。 中 链 脂肪 酸 当中 癸 酸 含量 CE 


均 为 62.36%) 显著 高 于 月 桂 酸 含量 (平均 为 33.35) ， 二 者 呈 负 相关 性 〈rF=-0.86,P<0.01) 。 在 5 个 调查 指 
标 中 ， 方 差 值 表现 为 千粒重 > 出 油 率 > 燃 酸 相对 售 量 > 月 桂 酸 相对 售 量 > 大 于 中 链 脂肪 酸 相 对 含量 。 


Tita 


表 一 小 样本 樟树 群体 种 子 干 粒 重 、 种 仁 出 油 率 和 中 链 脂肪 酸 含量 调查 表 


Table 1 Survey of the thousand seed weight,seed oil yield and medium chain fatty in kernel of small sample sizes 


of camphor trees 


树 编 号 干 粒 重 (g) 出 油 率 (%) KR Cio 相对 含量 (%) HER Co 相对 含量 中 链 脂肪 酸 相 对 含量 (%) 
Tree No. Thousand seed weight Seed oil yield Content of decanoic acid Content of lauric acid Content of medium fatty acid 
Nol. 156.22+5.21 66.57 +2.08 62.37 +3.38 34.65 +3.66 97.02 +2.58 
No2. 137.61 +9.53 63.69 3- 3.23 63.04 t- 4.12 33.86 +1.09 96.9 - 4.55 
No3. 144.2 +3.34 42.69 3- 5.44 54.83 5.2 42.05 +2.25 96.88 +£3.27 
No4. 177.63 +8.31 63.3 +2.21 61.87 +6.41 35.01 +3.72 96.88 +2.86 
No5. 156.41 +3.26 62.911: 1.70 74.02 - 6.31 22.8 +2.29 96.82 +3.34 
No6. 144.59 +8.43 62.24 +3.23 64.75 +4.27 32.06 + 4.03 96.81 +2.36 
No7. 150.12+3.02 47.25+4.35 63.82 +3.03 32.98 +3.11 96.8 +2.45 
No8. 119.15+5.05 62.57 +3.87 56.95 +4.23 39.84 + 1.46 96.793-6.28 
No9. 165.34+6.27 62.27 +6.07 60.19+3.76 36.56 +2.36 96.75 +4.58 
No10. 149.26+11.21 57.09 +2.28 64.07 +4.48 32.64 +4.30 96.71 +3.36 
Noll. 184.23 +6.32 42.48 +1.67 68.763- 5.56 27.863-2.44 96.62 3- 2.58 
No12. 173.56 +4.08 67.65 £3.46 67.54 +3.52 28.93.56 96.44 3- 1.62 
No13. 168.45 +4.87 46.5 +2.73 61.62 +3.84 34.73 +4.78 96.35 +5.75 
Nol4. 149.81 3- 5.66 62.84 3- 4.13 69.66 +5.57 26.67 土 1.27 96.33 土 3.91 
Y No15. 161.46 + 10.05 47.34+2.56 60.97 +4.73 35.31 +4.41 96.28 +3.62 
= Nol6. 138.47 6.04 58.05 +2.43 60.28 3- 5.42 36 £3.69 96.28 +6.02 
No17. 129.39+7.07 71.18 +3.39 70.33 +6.19 25.94 +2.06 96.27 +4.25 
No18. 143.55+4.31 65.16+5.21 61.79+3.09 34.47 +3.14 96.26 +2.95 
No19. 158.71 £3.32 48.31 +2.54 59.38 +3.67 36.85 +4.55 96.23 +6.29 
, = No20. 152.22 土 7.45 60.69 3- 7.06 72.62 +4.99 24.571: 2.25 97.193-5.24 
No21. 133.453: 5.29 49.23 +4.26 67.84 3.76 29.24 2.26 97.08 +4.87 
No22. 28.46 +4.28 46.49 +3.84 61.62+3.29 34.73 +3.75 96.35 £3.39 
No24. 68.24 +5.69 49.42 2.17 56.49 +6.43 38.03 3- 3.63 94.52 + 1.94 
No25. 57.23 8.81 43.63-2.26 55.443- 5.53 38.593- 3.18 94.03 +4.35 
No26. 49.25 +4.26 64.373- 5.44 41.43-2.28 36.763-4.42 78.16 +2.57 
No27. 38.34 +5.58 73.29 5.08 65.04 +4.73 30.91 +2.29 95.95: 4.61 
No28. 36.27 +5.37 64.03 +3.34 68.48 3- 5.65 27.443 3.36 95.92 +3.41 
No29. 118.62+3.63 44.6+2.17 59.91 +4.77 35.93 +4.23 95.84+ 2.68 
No30. 135.14+6.861 76.78 +4.98 62.61 £3.62 33.18 +3.08 95.79 土 3.25 
平均 数 
149.94 3- 8.09 57.373:2.55 62.36 3- 5.33 33.35 - 4.68 95.71 £3.62 


( average numbe) 


方差 (variance) 16.92 士 2.24 10.00 土 3.02 6.52+1.01 4.92 +0.89 3.39 士 0.46 


续 表 一 


Continue tablel 


2.2 樟树 LACS 9 基因 筛选 与 cDNA 序列 克隆 
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在 樟树 叶 组 织 转录 组 数据 中 搜索 到 5 条 Unigenes 或 Contings 序列 CX 1) ， 可 能 为 拟 南 芥 LACS9 基因 
直系 同 源 序列 。 借 助 软 件 CAP3 对 5 条 Unigenes 或 Contings 序列 进行 拼接 ， 获 得 了 包含 完整 开放 阅读 框 的 
樟树 LACS) 基因 电子 克隆 。 根 据 电 子 克 隆 设计 引物 ， 分别 以 樟树 茎 、 叶 、 根 、 花 和 种 仁 五 种 组 织 cDNA 为 
模板 、 通 过 PCR 法 进行 全 长 cDNA 序列 特异 扩 增 , 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 获得 了 清晰 的 单一 条 带 (图 1)。 
经 单 克 隆 测序 显示 ， 扩 增 条 带 大 小 为 2356 bp, 包含 2094 bp 的 编码 区 序列 、 编 码 697 个 氨基 酸 多 肽 ， 命 名 
为 CcL4CS9。EditSeq 软件 预测 显示 ，CcLACS9 大 小 为 86.83 KDa， 等 电 点 为 7.39、 生 理 中 性 条 件 下 略 偏 碱 
性 。ProtParam 软件 在 线 分 析 显 示 CcLACS9 含有 多 个 较 强 的 亲 水 区 域 ,为 亲 水 性 蛋白。 提交 GeneBank 数据 
库 ， 获 得 登入 号 MF966481。 


表 2 基于 樟树 叶 组 织 转录 组 筛选 ALLACS9 基因 直系 同 Contigs 
Table2 Identification of AtLACS9 homologous Contigs according to foliar transcriptome data of camphor tree 


根 32 叶 dE 种 仁 
Root stem leaf flower kernel MarkerIII 


序列 号 (ID) 大 小 (bp) 同 源 区 段 序列 相似 性 
Contigs ID Size Homologousregion ^ Sequence similarity 
CL7040.Contig] All; ^ 1992 131-691 79% 
Unigene79184 All; 1164 131-480 7894 
CL30093.Contig] All; ^ 905 1-129 62% 
CL20714.Contig] All; 863 1-129 62% 
CL30941.Contig] All; 942 1-129 62% 3] 1 樟树 Z4CS9 基因 cDNA 克隆 
CcLACS9 2094 1-691 75% Fig.1 Cloning of LACS9 cDNA from C. 


camphora 


© 2.3 樟树 LACS9 序列 鉴定 及 进化 分 析 
I AMP 绑 定 结构 域 CPROSITE PS00455) [LIVMFY]-(E1-(VES?-[STG]-[STAG]-G-[ST]-[STEI]-[SG]-x 
> -[PASLIVM]-[KR] 是 植物 ACS 家 族 的 标志 性 标签 。 为 了 鉴定 CLACS 是 否 属于 植物 ACS 家 族 成 员 ， 利 用 
Scanprosite Results viewer 软件 分 析 了 其 保守 结构 域 。 结 果 显 示 (图 2A) ,在 CcLACS9 蛋白 序列 第 256~267 
和 第 452~462 位 分 别 存 在 12 个 和 10 个 氨基 酸 残 基 (图 中 * 标 记 〉 组 成 的 高 度 保守 的 AMP 绑 定 结构 域 ; 第 
531~560 位 包含 由 30 个 氨基 酸 (图 中 交 标 记 〉 组 成 高 度 保守 的 ACS 信号 序列 ， 表 明 CcLACS9 属于 典型 的 
植物 ACS 基因 家 族 成 员 。 此 外 ， 介 于 AMP 绑 定 结构 域 和 ACS 信号 序列 之 间 ， 还 存在 一 段 包 含 71 个 氨基 
酸 残 基 组 成 的 保守 结构 域 (第 354-424， 图 中 全 标记 )〉 即 为 LACS 基因 家 族 特殊 的 linker 结合 域 ， 该 结合 域 
在 不 同 物种 与 不 同 成 员 中 序列 长 度 有 所 差异 。 综 上 所 述 ，CcLACS9 既 具 备 ACS 家 族 的 共同 特征 ， 又 具有 
真 核 生物 LACS RAHI linker 结合 域 , 可 基本 确认 其 为 樟树 所 含有 的 LACS 基因 家 族 成 员 之 一 将 CCLACS9 
与 其 它 植物 LACS 家 族 同 源 基 因 进 行 了 多 序列 比 对 ， 结 果 显 示 AMP 绑 定 结构 域 、ACS 信号 序列 和 linker 
结合 域 都 具有 极 强 的 保守 型 (图 2B) 。 
CcLACS9 与 油 柠 (Elaeis guineensis) ~ Ætt, (Nelumbo nucifera) 、 无 油 樟 (Amborella trichopoda) ， 
二 倍 体 棉花 (Gossypium raimondii) 、 芝 麻 (Sesamum indicum) ~ WFF (Arabidopsis thaliana) 、 麻 枫 树 
(Jatropha curcas) 、 油 菜 (Brassica napus) ~ EX (Zea mays) 、 草 且 (Ricinus communis) 等 物种 中 同 源 
基因 序列 相似 性 分 别 为 80%、81%、80%、78%、78%、75%、78%、75%、75% 和 76%， 表 明 在 植物 进化 中 
LACS9 基因 极为 保守 ， 可 能 在 不 同 植物 中 都 具有 相同 或 相似 的 功能 。LACS9 谱系 发 生 分 析 显 示 ，CcLACS9 
进化 上 介 于 单子 叶 植 物 和 双子 叶 植 物 LACS9 Z [8]. 553€ LACS9 较为 相似 ， 该 结果 与 樟树 在 陆 生 植物 中 的 
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进化 地 位 相符 。SignalP 4. IServer 和 Predictprotein 等 亚 细 胞 定位 预测 软件 都 预测 CcLACS9 定位 于 质 体 ， 昌 


` 


其 极 可 能 与 AtLACSO 一 样 ， 执 行 了 将 生物 合成 后 脂肪 酸 运 出 质 体 的 任务 且 进 而 对 种 仁 中 油脂 合成 调 # 


重要 作用 。 


A 


Hi: PAPI CXP 012078234.) ; ERR CXP 002513807.D ; 二 
(NP. 001303207.) ; } 


1 MNPYLVGVLVPI I FSLVFRNAKNGKKRGVPVDVGGEPGYAVRNRRFTSPVETSWLG I STLAELFEQSCRLHADRI LL GSR 
81 KLIARETEMSQDGRSFEKLHLGNYEWLSYGGAF EAVCSF SSGLVELGHTGKGRAA I FADTRAEWF I ALQACFRRN I TVVT 


161 IYASLGEEALCHSLNETEVST I ICGPKELKKLLD I SGQLDTVRHV I CMEDDGVTTEASL I ERHTKWT I TSFVEVERLGRQ 
AMP binding domain 1 
241 NHTDADLPVSAD I AVI MYTSGSTGLPKGVMMTHGNVLSTLSAVMT I VPGLGSKD I YLAYLPLAH I LELAAENL | AAVGSA 


kkkkkkkkkkkk 


LACS specific linker domain 
321 IGYGSPLTLTDTSNK I KKGTKGDASMLGPTLMTAVPS I LDRVRDGVRKKVDAKGGLSKKLFDVAYGRRLSA I SGSWFGAW 
qecvtevrrv A terere vatevesE 


401 GLEKLLWNLLVFRKVRAVLGGR I RFLLSGGAPLSGETQRF INICLGAP I GQGYGLTETOGGGTFSEYDDTSVGRVGAPLP 


*99999999999999999999999 类 交大 炎炎 交大 交大。 ACS signature motif 
481 CSFIKLIDWNEGGYLTKDSPMPRGE I V I GGPNVTLGYFKNEEKTNVVYKVDERGMRWE YTGD I GREHSDGCLE | I DRKKD 


Fe Fe Fr Fe e Fe Fe Fe Fx Fe Ye Fe Fe Pe Fe Fe Ve Fe Fe Fe Fe Fe Pe Fe Fe Ye Fe Fe Fr 


561 IVKLQHGEYVSLGKVEAAL I VSPYVDN I MLHADPFHNYCVAL VVPSQHAVEDWATKRG I AFTNFSDLCQKEEPVKEVHGS 
641 LVKAARDARLEKFEVPAK I KLLPDPWTPEVGLVTAALKLKRET I RKAFAEDLAQLYA 


AMP-binding domain 
Block II ACS signature motif 


| LACS specific linker domain 
[SP SE EREA VPAILDRVRDGVRKKVDIWIGGLSKKLFDMAYARRLSAND 
AtLACSO 348 "^ VPAILDRVRDGVRKKVDAKGGLSKKLFD|IJAYARRLSAINGSWFGAWGLEKLLWBMLVFRKHMRAVLGG 


JcLACS9 354 5 VPAILDRVRDGVRKKVDAKGGLSKKLFD|SJAYARRLSA|üÉNGSWFGAWGLEBILLWNHLVFRKVRAVLGG 
BnLACSO9 349 ^ 


eM EL b. vPEILDRVRDGVRKKVDAKGGLSKKLFD|MAY[]JRRLSAIEJGSWFGAWGLEKLLWNiHILVFRKVRAVLGG 
2 CcLACS9 氨基 酸 序列 ACS 亚 家 族 特征 结构 域 鉴定 与 保守 性 分 析 
Fig.2 Identification and conservation analysis of ACS specific motifs in CCLACS9 


100 Ricinus communis Ef 
82 Jatropha curcas K ËI 
64 Gossypium raimondii Z {ŻA} TÉ 
Brassica napus H% 
97 100 Arabidopsis thaliana JU BIZ 
49 Camellia oleifera ÍW% 
87 Sesamum indicum ZA 
Nelumbo nucifera i€ 
€ Cinnamomum camphora f& 
Amborella trichopoda Æ %18 
64 Zea mays EX 


72 Elaeis guineensis Hf 


图 3 植物 LACS9 基因 进化 分 析 
Fig.3 Phylogenetic analysis of LACSO in plants 


油 棕 CXP 010930884.1) ; 玉米 (XP 008679622.1) 


倍 体 棉 花 CXP 012450538.) ; 拟 南 芥 (NP 177882.) ; 


茶 (ALF39596.1) ; 芝麻 CXP 011069534.1) ; XE (XP_010242787.1) ; 无 油 樟 (XP_006847032.1); 


Note: Jatropha curcas (XP. 012078234.1); Ricinus communis (XP. 002513807.1); Gossypium raimondii (XP. 012450538.1); 
Arabidopsis thaliana (NP. 177882.1); Brassica napus (NP. 001303207.1); Camellia oleifera (A&LF39596.1); Seasmum indicum 
(XP. 011069534.1); Nelumo nucifera (XP. 010242787.1); Amborella trichopoda (XP. 006847032.1); Elaeis guineensis 


(XP 010930884.1); Zea mays (XP. 008679622.1) 


2.4 樟树 LACSO 基因 


提取 樟树 花 


表达 特异 性 
叶 、 茶 、 根 和 种 仁 等 组 织 total RNA， 以 樟树 Actin 基因 为 内 参 、 


县 有 组 织 


x AZN 


>E 


通过 效 光 定量 PCR 法 分 


2H 


ZN 


析 了 CcLACS9 


zE 


均 有 表达 ， 但 表达 丰 度 具有 明 


因 在 不 同 组 织 中 的 表达 情况 。 结 果 如 图 3 所 示 ，CcL4CS9 基因 在 花 、 叶 、 茎 、 根 和 
i E 因 在 花 、 种 仁 中 优势 表达 最 为 明显 、 叶 旨 


次 之 ， 在 三 者 中 表 


显 的 差异 性 。 其 中 ，CcL4C59 基 
其 它 组 织 。 将 根 中 CeLACS9 基因 表达 量 设 定 为 1， 在 葵 、 叶 、 花 和 发 育种 4 


达 量 远 IRI T 


等 四 个 组 织 中 相对 表达 量 分 别 是 其 4.75. 9.31. 15.82 和 17.74 倍 。 
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4 荧光 定量 PCR 检测 不 同 组 织 中 CeLACS9 基因 表达 情况 
Fig.4 Analysis expression level of CcLACS9 in tissues by quantitative real-time PCR 
2.5 樟树 种 仁 发 育 前 期 油脂 含量 与 CcLACS9 基因 表达 量 正 相关 
根据 种 仁 含 油 量 ， 将 供 试 樟 树 小 样本 群体 划分 为 上 (96096) . P 05095-6096) 和 下 (<50%) — i 
级 。 每 个 品级 随机 抽样 3 棵 樟树 进行 各 发 育 时 期 种 仁 含油 量 分 析 。 于 2016 年 6 月 至 11 月 逐 月 采集 樟树 种 


子 、 剥 取 种 仁 ， 


不 断 发 育 膨大 、 种 仁 油 
二 中 油脂 含 


段 ， 
期 (11 月 份 ) ， 


籽 油 相对 含量 


Oilseeds realtive contents 


阴干 后 用 于 油脂 提取 。 如 图 所 示 《〈 图 6) ， 樟 树种 子 发 育 前 期 〈6-8 月 份 ) ， 随 着 种 子 个 体 
蕴含 量 《〈 出 油 率 ) 呈 快 速 增长 态势 ，9 月 份 至 11 月 份 ， 随 着 种 子 逐 渐 发 育 至 成 熟 阶 
量 增长 缓慢 至 趋 于 停滞 。 各 品级 樟树 油脂 含量 在 8 月 份 开始 呈现 显著 差异 并 保留 至 成 熟 


所 有 单 株 不 同 脂肪 酸 比 例 在 整个 发 育 时 期 大 体 稳定 。 


樟树 种 仁 含油 率 

Contents of oilseeds in camphor tree kernel 
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Fig .3 Analysis oil content s in developing kernel of C.camphora 


对 应 地 ， 我 们 通过 荧光 定量 PCR 方法 测定 了 各 品级 樟树 种 仁 发 育 过 程 中 CeLACSO 基因 的 变化 情况 ， 


以 期 研究 该 基因 表达 量 与 种 仁 含 ; 


11 月 时 期 种 仁 中 CecL4CS9 基因 


之 间 的 关系 。 如 图 6 所 示 ， 相 比较 了 
都 呈现 出 显著 的 上 i 


CcLACS9 基因 相对 表达 量 在 不 同 品级 各 单 株 间 无 明显 的 差异 且 具 有 相 


Statistics 19.0 软件 分 析 二 者 关联 情况 ， 结 
相对 表达 量 呈 现 明 显 正 相关 性 (790.960 ; 后 半期 (9-11 月 份 ) 、 
关 性 (120.132. ， 但 二 者 都 维持 高 水 平 。 
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表明 在 种 子 发 育 前 期 (6-8 月 份 ) 、 


F5 月 初 种 子 刚 出 现时 期 ，6 月 至 
半 表 达 态 势 ， 其 中 表达 


高 峰 出 现在 8 月 份 。 同 一 时 期 ， 
似 的 时 空 表 达 模 式 。 应 用 SPSS 
种 仁 含油 量 与 CcL4C59 基因 


种 仁 含 油 量 与 CecL4CS9 基因 无 明显 的 相 
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The timing of total RNA of kernel collection 


6 种 仁 发 育 过 程 中 CcL4CS9 基因 表达 变化 分 析 
Fig.6 Expression analysis of CcLACS? in kernel developing 


2.6 樟树 LACS9 基因 缺陷 型 酵母 互补 实验 检测 
通过 酶 切 连接 的 方法 将 CcL4C59 基因 CDS 区 插入 表达 载体 pYES2 多 克隆 位 点 ， 重 组 质粒 通过 酶 切 鉴 


定 和 测序 验证 正确 。 将 对 照 原始 质粒 pYES2 和 重组 质粒 pYES2-CcLACS9 分 别 转化 缺陷 型 酵母 YB525 菌株 ， 


挑选 阳性 转化 子 培养 于 含有 C18:1 G 


期 中 期 ( 约 84 h〉。0ODseoo 值 测定 显示 ， 转 化 了 pYES2-CcLACS9 3 
而 转化 了 原始 pYES2 质粒 的 转化 子 不 
脂 酰 CoA 合成 酶 活性 (图 7) 。 


KR) 作为 唯一 碳 源 的 缺 省 尿 喀 啶 液体 培养 基 中 ，28?°C 振 荡 培 养 至 对 数 
组 质粒 的 缺陷 型 酵母 细胞 可 以 正常 生长 ， 


长 。 实 验 结果 表明 CcLACSO 能 够 互补 酵母 缺陷 型 ， 证 明 其 具有 


iE: A Jg pYES2 YB525 转化 子 ，B 73 pYES2-CcLACS9 YB525 转化 子 
图 7 缺陷 型 酵母 YB525 互补 实验 检测 CelACSO 脂 酰 CoA 合成 酶 
活性 


Note: A is pYES2 YB525 transformant; B is pYES2-CcLACS9 YB525 transform 


Fig. 7 Acyl-CoA synthase activity of CCcIACSO9 was tested by 
complementation of /ALACS Yeast strain YB525 
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3 讨论 
据 调 查 樟 、 沉 水 樟 、 毛 和 豹 皮 樟 、 山 村 、 大 叶 木 姜 子 、 舟 山 木 姜 子 、 海 南 木 姜 子 等 多 种 樟 科 植 物种 
均 含 油 量 超过 50%， 是 我 国 潜在 的 重要 的 生物 质 能 源 开 发 树种 之 一 ( 祝 必 琴 等 , 2014)。 然 而 ， 目 前 相关 资源 
还 未 获得 有 效 利 用 与 开发 、 樟 树 大 量 种子 脱 落 甚至 作为 行道 绿化 时 的 “ 负 产 物 ” 而 难以 处 理 ， 缺乏 有 竞争 力 的 
良种 是 其 主要 原因 之 一 ， 需 要 开展 针对 性 的 高 含油 量 的 品种 选 育 。 在 本 研究 所 测试 的 30 棵 小 样本 樟树 群体 
中 ,， 单 株 间 种 子 千粒重 和 种 仁 出 油 率 差 异 明显 ， 差 异 极 值 分 别 为 65.61 克 / 干 粒 和 34.3%， 表明 在 自然 界 中 樟 
树 油脂 良种 筛选 中 具有 很 大 的 选 育 空间 。 千 粒 重 和 出 油 率 之 间 无 明显 相关 性 ， 在 选 育 过 程 中 二 者 应 综合 被 
考虑 。 
植物 脂肪 酸 从 头 合成 始 于 质 体 中 ， 在 脂肪 酸 合成 酶 催化 下 以 丙 二 酰 -ACP 和 乙酰 -CoA 作为 起 始 底 物 进 
一 行 连续 聚合 反应 ， 以 每 个 循环 增加 两 个 碳 的 频率 延伸 酰基 碳 链 直至 合成 16 到 18 个 碳 的 饱和 脂肪 酰 -ACP 
二 (Brown et al, 2006)。 之 后 ， 依 次 在 八 ? 硬 脂 栈 去 饱和 酶 和 酰基 -ACP 水 解 酶 作用 下 形成 游离 非 饱和 脂肪 酸 
C (Kachroo et al, 2007). 2358 | V n — EH WH, X. B 6 CIBC JESUM KRDA 3E TBURIURR UT 
酸 需 以 酰基 -CoA 激活 形式 运 出 质 体 ， 该 反应 过 程 由 LACS 介 导 完成 。 实 验 数据 表明 AtLACSO 在 拟 南 芥 种 
仁 油 脂 合 成 和 累积 过 程 中 起 重要 作用 (Schnurr et al, 2002)。 在 本 研究 中 ，CcL4CS9 基因 序列 与 4tLA4CS9 基因 
相似 性 为 73%， 亚 细胞 定位 预测 定位 为 质 体 中 且 在 种 子 中 优势 表达 ， 上 暗示 其 极 可 能 作为 44CS9 直系 同 源 
基因 在 樟树 籽 油 合成 与 累积 过 程 中 起 重要 作用 。4 月 底 樟树 开始 挂果 ，5~8 月 份 是 果实 快速 膨胀 期 和 籽 油 合 
成 累积 高 峰 期 ，9 月 之 后 逐渐 过 渡 到 成 熟 期 。CcL4CS9 在 种 子 发 育 过 程 前 期 (5-8 月 份 ) 处 于 持续 上 调 表达 
状态 ， 其 表达 量 与 种 仁 油脂 含 量 旦 正 相 关 ， 再 次 暗示 了 其 在 樟树 籽 油 合成 和 累积 过 程 中 起 了 重要 作用 。 种 
TRAE O 月 份 后 )，CcLA4CS9 表达 量 与 种 仁 油脂 含量 无 明显 相关 性 ， 其 维持 较 高 表达 水 平 可 能 主要 在 
于 由 于 弥补 呼吸 作用 等 引起 的 能 量 消耗 、 维 持 种 仁 油 脂 含 量 动 态 平 衡 。 不 同 单 株 中 ，CcL4CS9 基因 表达 量 
差异 性 与 油脂 含量 差异 性 无 明显 相关 性 ， 上 暗示 还 有 其 它 因 素 参 与 了 籽 油 合成 调控 。 
© 樟树 籽 油 富 含 中 链 脂肪 酸 成 分 ， 是 研究 中 链 脂肪 酸 生 物 合成 机 制 的 好 材料 。 栈 基 -ACP 水 解 酶 是 调控 樟 
.= 树 合成 中 链 脂肪 酰基 的 关键 基因 之 一 (Yuan et al, 1995), 然 CcLACS9 激活 游离 脂肪 酸 是 否 具有 链 长 选择 性 还 
- 为 未 可 知 。 在 本 研究 中 ， 我 们 特意 比较 了 UFA Cunusualfatty acid) 植物 包括 樟树 、 油 棕 和 葛 麻 与 普通 植物 
= 如 拟 南 芥 、 大 豆 、 芝 麻 等 LACS9 序列 特征 ， 结 果 显 示 植 物 LACS9 一 类 较 保 守 的 基因 ， 所 有 物种 间 该 同 源 
基因 序列 相似 性 介 于 75%~81% 之 间 且 无 明显 特征 性 motifs 存在 。 利 用 MEGA6.0 构建 植物 LACS9 基因 谱系 
发 生 树 ， 结 果 显 示 CLACS 系统 发 育 介 于 油 棕 、 玉 米 等 单子 叶 植物 LACS) 基因 和 芝麻 、 油 茶 等 双子 叶 植 
物 LACS9 基因 之 间 ， 恰 与 樟树 作为 基底 被 子 植物 的 进化 地 位 相符 ， 来源 于 UFA 植物 的 LACS9 并 未 特异 聚 
集 在 一 个 进化 分 支 上 。 在 微生物 、 动 物 相 关 研 究 中 (Lindner et al, 2006; Kasuya et al, 2009; Meng et al, 2010), 
中 链 脂肪 酸 酰 基 CoA 合成 酶 (MACS) 可 专 一 性 地 “活化 ”中 链 脂肪 酸 。 杨 树 MACS 在 体外 实验 中 亦 对 己 酸 、 
王 酸 和 从 酸 具有 明显 的 活性 (草山 等 , 2016)。 然 而 目前 尚未 发 现 定位 于 质 体 中 的 MACS， 对 其 具有 将 植物 体 
内 中 链 脂 肪 酸 转 入 \ 出 质 体 功能 存疑 。 樟 树 中 是 否 存在 特异 MACS 介 导 中 链 脂肪 酸 转 入 \ 出 质 体 需 要 进一步 

究 。 
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